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星 天 和 牛 幼虫 肠 扎 木 聚 糖 酶 的 纯化 和 性 质 
董 亚 敏 ， 腾 幼 平 *， 曹 月 青 ， 何 正 波 


《重庆 大 学 生物 工程 学 院 ， 重 庆 400044) 


摘要 : 星 天 和 牛 4noplophora chinensis (Firster) 幼虫 肠 道 匀 浆 液 经 80% 丙酮 沉淀 、Q-Sepharose 阴离子 交换 柱 层 析 、PAGE 制备 电 
泳 等 方法 纯化 后 ， 获 得 在 SDS-PAGE 上 呈现 单一 区 带 的 木 育 糖 酶 。 该 酶 的 分 子 量 约 25 kD， 等 电 操 约 4.0， 最 运 温 度 30YC， 
最 适 pH 5.4，pH 3.0 ~7.8 对 酶 活性 的 恢复 无 大 的 影响 ，50C 保 温 2h 仍 有 60 和 酶 活性 。Hg 、Mn07 、 变 性 剂 SDS 完全 抑制 
该 涛 活性 ，Cw' 、Mn' 、Ag' 、Zn' 、Pb' 、 脲 对 酶 活性 有 强烈 的 抑制 作用 。 该 酶 具有 水 解 纤维 素 的 交叉 活性 ， 其 K,, 值 为 
2.47 mgymL，T 为 0.6 TUAmL。 
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Purification and properties of xylanase from Anoplophora chinensis (Férster) 

DONG Ya-Min, YIN You-Ping’, CAO Yue-Qing, HE Zheng-Bo (School of Bioengineering, Chongqing University， 
Chongqing 400044，China? 

Abstract: A xylanase was purified from the homogenate of alimentary canal of Anoplophora chinensis (Firster) by ace- 
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tone precipitation, -Sepharose ion-exchange chromatography and preparative PAGE. The xylanase had a molecular mass 
approximate 25 kD and pl 4.0. For the action of the enzyme isolated, the most optimal temperature and pH were SOC 
and $5.4 respectively. About 60% of the enzyme activity remained after incubating it at SOC for 2 hours. The enzyme 
could be inhabited by Hg +:, MnO, , SDS, Cu':, Mr':, Ag’, Zn*, Phb! and Urea. It could hydrolyse carboxy- 
methylcellulose CCMC). The enzyme had a K, of 2.47 mg/mL and a Vs of 0.6 IU/mL for birchwood xylan at S0%C and 
pH 4.4. 
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星 天 牛 Anoplophora chinensis (Ferster) 是 我 国 最 
常见 的 天 牛 ， 其 寄主 植物 十 分 广泛 ， 可 在 40 多 种 
活 树木 上 寄生 《〈 蒋 书 楠 ，1989)。 幼 虫 主要 星 食 树 


1 材料 与 方法 





木 的 校 、 杆 、 根 的 木质 部 分 ， 严 重 的 可 导致 树干 折 
断 或 枯死 ， 成 虫 也 可 对 树木 嫩 梳 叶 造 成 一 定 危 害 
《 陈 世 又 等 ，1959)。 但 由 于 其 活动 部 位 隐蔽 ， 传 统 
的 防治 方法 往往 效果 不 佳 。 对 星 天 牛 的 生理 进行 更 
深入 的 研究 ， 可 以 为 星 天 牛 防治 技术 的 发 展 提供 基 
础 理论 依据 。 肠 道 木 聚 糖 酶 的 深入 研究 就 是 其 中 的 
一 个 方面 。 同 时 ， 木 聚 糖 又 是 自然 界 中 含量 第 二 丰 
富 的 可 更 新 多 糖 〈 朱 静 等 ，1996)， 研 究 星 天 牛 肠 
道 木 聚 糖 酶 ， 可 望 为 发 展 木 聚 糖 的 高 效 生 物 转化 提 
供 新 的 木 聚 糖 酶 资源 。 本 文 主要 报道 星 天 牛 肠 道 木 
聚 糖 酶 的 分 离 纯化 ， 并 对 酶 的 性 质 进行 了 研究 。 
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1.1 供 试 材料 

1.1.1 试 蝶 : 星 天 牛 Anoplophora chinensis (Firster) 
采 自 西南 农业 大 学 校园 内 ， 寄 主 主要 为 二 球 悬 铃木 
和 柑橘。 

1.1.2 主要 试剂 : Q-Sepharose 为 瑞典 Pharmacia 公 
司 产品 ; 桦木 木 聚 糖 和 D- 木 糖 为 Sigma 公司 产品 ; 
低 分 子 量 标 准 和 蛋白 、 牛 血清 和 白 生 和 白 、Ampholine 
(pH 3.5 ~ 10) 为 上 海 丽 珠 东 风 公 司 产品 : 其余 试 
剂 均 为 国产 分 析 纯 。 

1.2 分 析 方 法 

1.2.1 粗 酶 液 制备 ， 冰 浴 解 剖 星 天 牛 幼 忠 ， 取 出 
肠 道 ， 将 肠 道 置 于 适量 0.02 mol/L Tris-HCL 《pH 
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5.5) 缓冲 液 中 ， 匀 浆 : 4%，15 000 zymin 离心 15 
min， 取 上 清 液 得 粗 酶 液 ，- 70 人 冰冻 保存 备用 。 
1.2.2 酶 活力 测定 : 反应 体系 为 酶 液 25 wL ，0.02 
molfL NaHPO, -柠檬 酸 缓 剖 液 《pH 4.4)》 100 xL， 
1% 桦 木 木 聚 糖 100 uL，50 人 水 浴 反 应 1 hb， 水 解 产 
生 的 还 原粮 采用 Somogyi-Nelson 微量 法 测定 《Wil- 
liams et al.，1978)。 一 个 梅 活力 单位 定义 为 S0 民 、 
pH 4.4 条 件 下 ， 每 分 钟 产 生 1 pmol 木 糖 所 需 的 酶 
蛙 。 

1.2.3 ”蛋白质 浓度 测定 : 一 般 分 析 采 用 (Bradford， 
1976》 以 牛 血 清白 蛋白 为 浓度 标准 ， 柱 层 析 时 测定 
层 析 各 管 的 光 吸 收 值 As 。 

1.2.4 活性 带 定位 : 按 Mackenzie (1984》 方 法 定 
位 活性 带 。 刚 果 红 能 与 含有 8-1，4 糖苷 键 的 多 糖 
紧密 结合 ， 而 不 与 单 糖 结合 。 根 据 这 一 原理 ， 含 森 
聚 糖 酶 的 样品 经 凝 胶 电 访 后 ， 将 凝 胶 铺 在 木 聚 糖 琼 
肯 平 板 上 ，37% 保温 一 段 时 间 ， 经 1% 刚果 红 染 
色 ，1 mol/L NaCl 漂洗 ， 在 酶 作用 的 相应 位 置 就 显 
现 出 透明 斑 。 印 迹 后 的 木 聚 糖 琼 脂 平 板 保存 于 5% 
冰 乙 酸 。 

1.2.5 酶 分 子 量 测 定 : 采用 不 连续 垂直 平板 电泳 
系统 (Laemmli，1970)》 的 方法 进行 。 分 离 胶 T= 
12% ， 浓 缩 腕 T= 4%，C= 2.6%， 银 染 显 示 重 白 
带 。 低 分 子 量 标准 蛋白 〈 牛 血清 白 重 白 67 000， 肌 
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动量 白 43 000， 碳 酸 栈 梅 30 000， 大 豆 香 白 酶 抑制 
剂 20 100， 乳 清和 蛋白 14 400》 与 样品 在 同一 条 件 下 
进行 电泳 。 

1.2.6 酶 等 电 点 测定 : 按 医 克 强 (1975) 方法 进 
行 聚 丙 烯 酰胺 凝 胶 〈T= 7.5% ) 等 电 聚 焦 电 泳 。 育 
焦 完 毕 后 ， 按 前 述 方法 定位 活性 带 ， 确 定 等 电 点 。 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 木 聚 糖 酶 的 分 离 纯 化 

《1) 80% 丙酮 沉淀 : 将 粗 酶 液 沉 淀 4 hb，4SC， 
8 000 r/min 离心 15 min， 沉 淀 物 重 溶 于 0.02 mol/L 
Na HPO,- 柠 榜 酸 缓冲 液 中 ， 和 透析 后 备用 。 (2〉 离 子 
交换 柱 层 析 : 使 用 Q-Sepharose 层 析 柱 《1.0 cm x 
15.0 cm)， 用 0.02 molL 乙酸 缓冲 液 (pH 5.8) 平 
衡 ， 至 流出 液 A,,, 值 < 0.002; 0 ~ 1.0 mol/L NaCl 
线性 梯度 洗 脱 ， 流 速 为 每 管 3.6 mL/6 min; 柱 层 析 
结果 见 图 1; 收集 木 聚 糖 酶 活性 峰 洗 脱 液 ， 透 析 浓 
缩 备 用 。(3) 制备 电泳 : 过 离子 交换 柱 后 的 浓缩 样 
品 经 聚 肉 烯 酰胺 凝 胺 《浓缩 胶 T=4%， 分 离 胺 T= 
12%，C=2.6%) 电泳 (PAGE) 后， 定位 活性 带 ， 
然后 对 应 切 下 胶 条 ， 电 洗 脱 过 夜 ， 透 林 ， 浓 缩 ， 再 
经 SDS-PAGE 电泳 检测 为 单一 重 白 质 带 《图 2)， 表 
明 其 为 电泳 均一 样品 。 木 聚 糖 酶 的 提纯 过 程 见 表 1。 
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酶 活力 (LmL) 
Enzyme activiry 


管 号 Tube number 


图 1 木 聚 糖 酶 Q-Sepharose 柱 层 析 图 
Fig. 1 Chromatogram of xylanase on Q-Sepharose column 


表 1 木 聚 糖 酶 的 纯化 
Table 1 Purification of xylanase from Anoplophora chinensis 


总 蛋白 总 酶 活 

提纯 步骤 于 

Total protein Total activity 
Step 

(mg) (IU)? 
粗 酶 液 24.1517 7.98 
80% 内 毅 沉 淀 8.4952 3.43 
Q-Sepharose 0.3211 1.87 
制备 电泳 0.1033 0.46 


比 活 提纯 倍数 收 率 
Specific activity Purification Yield 
(IUfmg) (fold) (qo) 
0.33 1.0 100 
0.40 攻关 | 42.98 
5.82 17.64 23.43 
4.45 一 5.80 
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由 表 1 可见 ， 经 过 制备 电泳 这 一 步 后 总 酶 活 和 
比 活 都 有 所 下 降 ， 这 可 能 是 定位 活性 带 以 及 电 洗 脱 
的 时 间 过 长 ， 造 成 酶 活 损失 过 多 。 
2.2 木 聚 糖 酶 的 一 般 性 质 
2.2.1 最 适 pH: 50%C 下 分 别 在 pH2.4~7.8《 间 隔 
0.6 pH) 的 0.02 mol/L Na HPO,- 柠 檬 酸 绽 冲 冬 中 测 
定 木 聚 糖 酶 的 水 解 活 力 。 测 得 该 酶 的 最 适 作 用 pH 
为 5.4《 图 3)。 
2.2.2 最 适 温度 : 在 pH 4.4 的 0.02 mol/L 
Na HPO,- 本 榜 酸 缓冲 液 中 ， 测 定 该 酶 分 别 在 20 ~ 
70% 《间隔 10%C》 下 的 水 解 活 力 。 测 得 该 酶 作用 
的 最 适 温度 为 50%C 《图 4)。 
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图 2 木 聚 福 峰 SDS-PAGE 银 染 图 谱 
Fig. 2 SDS-PAGE of purified xylanase 
1. 标准 样品 《MW markers); 2. 木 聚 糖 酶 xylanase 
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图 3 pH 对 木 诊 糖 峰 活力 的 影响 
Fig. 3 Efect of pH on enzyme activity 


2.2.3 酶 的 pH 稳定 性 : 将 酶 液 置 于 0.02 mol/L 不 
同 pH 的 Na, HPO, -柠檬 酸 组 冲 裕 《pH2.4~7.8) 和 
巴 比 受 钠 - 盐酸 缓冲 液 (pH 8.4 ~ 9.6〉 中 ,4 人 C 融 
置 12 hh 后， 将 pH 调 至 5.4， 静 置 恢复 5h， 然 后 测 
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图 4 温度 对 木 涌 禄 上 蜂 活力 的 影响 
Fig. 4 Fiiect of temperature on enzyme activity 


定 剩 余 酶 活力 。 如 图 $ 所 示 ， 该 酶 的 pH 稳定 范围 
较 宽 , pH 3.0~7.8 处 理 后 回复 至 pH 5.4， 酶 活性 
仍 可 恢复 80% 以 上 。 
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图 5 木 聚 留 峰 的 pH 稳定 性 
Fig. 5 pH stability of xylanase 
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图 6 木 聚 灼 崎 温度 稳定 性 
Fig. 6 Temperature stability of xylanase 


2.2.4 酶 的 热 稳定 性 : 将 酶 在 40%C、50%C、55、 
60% 下 分 别处 理 13、30、60、120 min 后 ， 立 即 冰 
治 冷却 ， 并 测定 剩余 酶 活 为 。 从 图 6 可 以 看 出 ， 该 
酶 的 热 稳定 性 较 高 ，40% 处 理 2 h 后 有 76% 的 酶 
活 ，S0% 处 理 28h 后 仍 有 .60 多 的 酶 活 :， 5$S% 酶 活性 
下 降 较 快 ， 在 此 温度 下 处 理 1 h， 酶 活性 下 降 
60%，2 h 后 酶 活性 仅 为 原 酶 活 的 20 和 ;60% 高 温 
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下 处 理 30 min， 酶 活性 几乎 完全 丧失 。 

2.2.5 酶 的 分 子 量 和 等 电 点 : SDS-PAGE 结果 见 图 
2， 与 标准 蛋白 分 子 量 作 比 较 ， 测 得 该 酶 分 子 量 为 
25 kD， 该 酶 在 SDS-PAGE 电 沪 图谱 上 显示 为 一 单 
带 ， 说 明 它 不 含 亚 基 ， 由 单一 肽 链 组 成 ， 等 电 聚焦 
电泳 印迹 显示 其 等 电 点 约 为 4.0。 

2.2.6 酶 的 底 物 特异 性 和 动力 学 参数 : 纯化 后 的 
木 聚 糖 酶 在 pH 4.4，40% 条 件 下 测定 其 水 解 羧 转 基 
纤维 素 《CMC》 的 能 力 ， 水 解 产 生 的 还 原粮 的 测定 
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酶 。 用 制备 电泳 “PAGE》 对 其 进一步 纯化 ， 得 到 
电 访 均 一 的 木 聚 糖 酶 。 采 用 这 套 方 法 能 较 简 便 快 捷 
地 从 星 天 牛 肠 道 纯化 出 木 聚 糖 酶 ， 在 少量 制备 时 尤 
其 适用 ， 并 且 可 获得 较 高 的 收 率 (5.8%)。 

自然 界 中 存在 含量 丰富 的 半 纤 维 素 ， 占 木质 纤 
维 类 物质 的 20% ~ 30%， 其 中 木 聚 糖 是 一 类 含量 
最 多 的 半 纤 维 素 。 降 解 半 纤 维 素 的 半 纤 维 素 酶 的 分 
子 量 相 当 低 ， 多 数 在 16 000 ~ 40 000 之 间 《 孙 迅 
等 ，1997)。 本 实验 所 分 离 到 的 木 聚 糖 酶 的 分 子 量 





同 Williams 等 《1978)， 结 果 表 明 ， 反 应 2 h 后 可 检 
测 出 还 原 糖 ， 说 明 该 酶 具有 内 切 葡 聚 糖 酶 交叉 活 
力 。 在 测定 木 聚 糖 酶 的 动力 学 参数 时 ， 底 物 为 桦木 
木 聚 糖 ， 在 50C 及 pH 4.4 的 0.02 mol/L Na HPO,- 
柠 榜 酸 缓冲 液 中 反应 ， 用 Woolf 作 图 法 分 别 求 出 其 
K, 值 为 2.47 mg/mL，T 为 0.6 IU/mL。 

2.2.7 不 同化 合 物 对 酶 活力 的 影响 : 选用 HgCl, 等 
14 种 不 同化 合 物 〈 表 2》， 分 别 测 试 了 其 对 木 聚 糖 
酶 活力 的 影响 。 在 酶 反应 体系 中 加 入 一 待 试 化 合 物 
(5 mmolL)》 100 nL (pH 4.4 的 0.02 mol/L Na HPO,- 
柠檬 酸 缓冲 液 配 制 );， 酶 液 15 nL， 室 温 下 放置 30 
min 后 ， 加 入 木 聚 糖 100 nL， 并 按 前 法 测定 酶 活 
力 。 结 果 显 示 Hg&+ 、Mn0， 对 木 聚 糖 酶 活性 完全 
抑制 ，Cu 、Mn + 、Ag! 、Zn+ 、Pb+ 、 脲 对 酶 活 
性 较 强 烈 抑 制 ，SDS 为 变性 剂 ， 可 使 酶 活性 完全 丧 
失 ，EDTA 对 酶 活性 有 一 定 抑 制作 用 《 表 2)。 


表 2 不 同化 合 物 对 木 聚 糖 酶 活力 的 影响 
Table 2 Fffect of various chemicals on the xylanase activity 





化 学 物质 。 相对 酶 活性 “%)| 化 学 物质 。” 相对 酶 活性 〈“%) 
Chemicals Relative activity Chemicals Relative activity 
CK 100 PbAc, 22.2 
HeCl 0 MnSO4 36.0 
KMnO 0 MgSO 73.4 
SDS 0 NaCl 70.1 
CuSOs $2 EDTA 77.3 
ZnS04 7.4 CaCl> 80.0 
AgNO; 10.8 KCl 91 .4 
Urea 20.0 





3 讨论 


本 实验 在 丙酮 沉淀 蛋白 质 后 直接 采用 离子 交换 
柱 层 析 ， 从 星 天 牛 肠 道 匀 浆 液 中 分 离 出 一 种 木 聚 糖 


为 25 000， 与 之 相 吻 合 。 

有 报道 指出 ， 不 少 微生物 来 源 的 内 切 木 聚 糖 酶 
具有 水 解 纤 维 素 的 交叉 活性 ，M. John 等 人 和 A. 
R. Foumier 等 都 从 分 离 到 的 内 切 -8- 木 聚 糖 酶 中 检 
测 到 水 解 纤 维 素 的 交叉 活性 《〈 陈 惠 中 等 ，1991 )， 
从 星 天 牛 肠 道 分 离 到 的 这 种 木 聚 糖 酶 也 具有 这 种 活 
性 。 至 于 这 了 两 种 酶 活力 是 位 于 同一 蛋白 的 同一 活性 
中 心 ， 还 是 位 于 同一 蛋白 不 同 活性 中 心 ， 还 需 做 进 
一 步 的 研究 。 

该 木 聚 糖 酶 易 被 金属 盐 离 子 抑制 ， 在 测定 11 
种 金属 盐 离子 中 ，Zn+ 、Cw! 最 值得 注意 。 在 5 
mmolL 低 浓 度 下 ， 木 聚 糖 酶 活性 分 别 降 低 了 
92.6%、94.8%。 因 此 ， 在 抗 忠 育种 中 可 以 考虑 培 
育 易 富 集 Ze* 、Cw! 的 树种 ， 用 以 控制 星 天 牛 危 
害 。 

另外 ， 关 于 天 牛 分 解 木 质 纤 维 类 物质 的 机 制 仍 
存在 争论 〈Serivener et al.，1997)。 从 星 天 牛 肠 道 
分 离 到 的 这 种 酶 的 来 源 ， 是 由 星 天 牛 自身 产生 ， 还 
是 由 肠 道 微生物 产生 ， 或 从 体外 获得 ， 也 还 有 待 进 
一 步 的 研究 。 
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